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Introduccion

1. Schizosaccharomyces pombe: UN MODELO EUCARIOTA PARA EL ESTUDIO
DE LA MORFOGENESIS Y LA DIVISION CELULAR

La palabra morfogénesis proviene de los términos griegos “morphé” (forma) y “genesis”
(creacion), lo que significa creacion de la forma, que en Biologia consiste en el proceso mediante el cual
se determina la forma final de una célula, érgano u organismo. Dicho proceso se activa en respuesta a
una informacién posicional dentro de la célula y a una sucesién de estimulos externos a la misma, y da
lugar a una serie de patrones de crecimiento organizados que implican el establecimiento correcto de
las zonas de crecimiento en la superficie celular y el envio polarizado de los componentes esenciales
para el crecimiento a dichas zonas. En el caso de los hongos, las células crecen incorporando nuevo
material tanto en su membrana plasmatica como en su pared celular. Esta Ultima estructura constituye
el exoesqueleto de la célula y le otorga resistencia mecanica y osmatica. Su integridad es, por tanto, vital
para la célula fungica ®. El nombre taxondmico genérico Schizosaccharomyces determina que se trata de
una levadura que se divide mediante un proceso de fision transversal (Schizo). El género al que pertenece
esta clasificado taxondmicamente dentro del phylum Ascomycota (ascomicetos u hongos con ascas).
Las cepas de S. pombe utilizadas hoy en dia en los laboratorios proceden de una estirpe homotalica h*°
(Ilamada asi porque en las condiciones de conjugacién y esporulaciéon adecuadas, el 90% de sus células
forma ascas), de la que a su vez se aislaron dos estirpes heterotélicas estables (mantienen el mismo
sexo en todas las generaciones), con los dos tipos sexuales opuestos h* y h™ 2. Estas estirpes presentan
un ciclo de vida haplobidntico, y sus células poseen una morfologia cilindrica, con un didmetro entre 3-4
pum y una longitud entre 7 y 15 um dependiendo del estadio del ciclo celular en el que se encuentren,
crecen apicalmente y se dividen por fisién en la zona central (Fig. 1). En medios de crecimiento pobres
o carentes de nitrégeno, células de tipo sexual opuesto conjugan y fusionan sus nucleos originando un
zigoto diploide que, tras la meiosis, da lugar a cuatro esporas haploides (Fig. 1). La posterior degradacion
de la pared celular del asca permite la liberacidn de las esporas y su germinacion, reiniciando asi el ciclo

mitdtico 3.
@ Limitacion de
nutrientes
Fase haploide
Conjugacion entre
células de tipo
v sexual opuesto
Figura 1. Ciclo de vida de S. pombe. Las células de S.
@ pombe tienen morfologia cilindrica, crecen de manera
Formaciondel apical y se dividen por fision. Su ciclo de vida sigue una
zigoto fase predominantemente haploide. Cuando escasean
@ los nutrientes en el medio, dos células de tipo sexual
opuesto entran en contacto, conjugan y forman un
(@) Meiosis y zigoto diploide en el que inmediatamente se produce
O esporulacion la meiosis, dando lugar a un asca con cuatro ascosporas
00 haploides. Cuando las condiciones del medio vuelven
Ascosporas m a ser adecuadas, estas esporas germinan dando lugar

a células que comienzan un nuevo ciclo haploide. Si

los zigotos se transfieren a un medio rico antes de que
tenga lugar la meiosis, éstos originan células vegetativas
que llevan a cabo un ciclo de vida diploide. Estas células
se dividen de forma estable hasta agotar los nutrientes,
momento en el que se induce la meiosis y la formacion
de cuatro esporas haploides.

latentes
Asca zigética
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Debido a que lalevadura de fisién es un microorganismo no patdgeno, susceptible de ser analizado
tanto por métodos genéticos cldsicos como moleculares y gendmicos, se ha convertido en un excelente
organismo modelo para el estudio de multiples procesos celulares como la transcripcion, la traduccion,
la estructura de cromosomas, la recombinacidn, la conjugacion, la meiosis, la mitosis y el ciclo celular
4, Ademas, como las células tienen una forma cilindrica muy uniforme, es un modelo excelente para el
estudio de la morfogénesis >2.

S. pombe crece mediante el crecimiento polarizado de uno o de los dos extremos de la célula
dependiendo del momento del ciclo celular en que se encuentre. El proceso de citocinesis tienen lugar
durante la fase G1 (preparacion de la maquinaria necesaria para la duplicacion del ADN) y la fase S
(duplicacién de la informacidn genética) que coincide con la Ultima etapa de separacion celular. Una
vez separadas, las células hijas comienzan a crecer Unicamente por el polo heredado de la madre, en un
proceso que se conoce como OETO (de “Old end take off”). Este crecimiento monopolar se mantiene
hasta después del inicio de la fase G2, momento en que las células han alcanzado un tamafio minimo,
y se activa el crecimiento por el otro polo. Este proceso de cambio de crecimiento monopolar hacia un
crecimiento bipolar se denomina NETO (de “New end take off”) °. A continuacién, el crecimiento por
los polos se detiene y comienza la mitosis (M), a lo largo de la cual se ensambla un anillo contractil de
actomiosina (CAR, de “Contractil actomiosin ring”). Tras la mitosis los nucleos se separan y se produce la
contraccién del CAR coordinada con la adiciéon de nuevas membranas y la sintesis de material de pared
celular que conducird a la formacidn del septo de divisidon. Una vez sintetizado el septo por completo, se

produce la separacion celular para dar lugar a dos células hijas idénticas ®'°!! (Fig. 2).

Polo viejo

—_—
Polo nuevo \J
M
Nucleo SPB — Septo
Parches L.
MT ®  geactina — Lipid rafts
Cables __ Anillo de
de actina actomiosina

Figura 2. Ciclo morfogenético y celular de S. pombe durante el crecimiento vegetativo. Una vez completada la separacion celular,
tiene lugar la fase de crecimiento G2 en la que las células comienzan a crecer por el polo viejo (OETO), donde se concentran la
mayoria de los parches de actina y los dominios lipidicos ricos en esteroles. Cuando las células alcanzan el tamafio adecuado, se
produce la transicion al crecimiento bipolar o NETO. Durante esta fase los parches de actina y los “lipid rafts” se reorganizan de
manera homogénea en ambos polos. Los microtubulos se organizan como haces dinamicos a lo largo de la interfase. Una vez que
las células han alcanzado un tamafio determinado se inicia la mitosis o fase M, momento en el que el citoesqueleto de actina se
ensambla en un anillo contractil en la region central de la célula, los “lipid rafts” se localizan en la zona media y los microtubulos
forman el huso mitdtico necesario para la segregacion cromosomica. Al final de mitosis se despolimeriza el huso mitético y se
forman los microttbulos post-anafasicos (de “Post anaphase array”) y la célula continta con las fases G1/S donde se completa la
contraccién del anillo, ademas de la formacidn y disolucion del septo de separacion.



Introduccion

2. MORFOGENESIS y CONTROL de la POLARIDAD del crecimiento en S. pombe

El crecimiento polarizado se define como el tipo de crecimiento que ocurre en regiones confinadas
y especificas de la célula, y es lo que determina la morfologia celular. En S. pombe, el crecimiento por dos
zonas de dimensiones definidas y posicionadas en lados opuestos de la célula es lo que origina la forma
cilindrica tipica. El establecimiento y mantenimiento del crecimiento polarizado son esenciales para la
morfogénesis celular y requieren la regulacion espacio-temporal de ciertos procesos celulares: 1) marcaje
del sitio de crecimiento en respuesta a sefiales internas o externas a la célula; 2) reconocimiento del sitio
de crecimiento y sefalizacion hacia los citoesqueletos de microtubulos (MTs) y actina para establecer un
eje orientado hacia el sitio de crecimiento; y 3) polarizacidn del citoesqueleto para activar la secrecion y

la distribucion asimétrica de los componentes implicados en el crecimiento polarizado.
2.1. Citoesqueleto de microtubulos.

El citoesqueleto de MTs contribuye a la localizacién correcta de los sitios de crecimiento mediante
el transporte hacia los extremos celulares de un conjunto de factores de polaridad y el manteniendo del

nucleo en el centro de la célula que da lugar al posicionamiento del sitio de divisién 113,

Los MTs son estructuras cilindricas huecas formadas por la asociacién no covalente de
monomeros de tubulina (a y B) que se disponen longitudinalmente para formar protofilamentos, que
a su vez dan lugar a la estructura polarizada que constituye el filamento de MT. En estos filamentos se
puede diferenciar un extremo positivo y dinamico que constituye el sitio de crecimiento, y un extremo
negativo y estatico que se asocia a la envoltura nuclear orientado hacia el centro organizador de MTs
(MTOC, de “Microtubule organizing center”) **17, Los MTs se caracterizan por presentar una inestabilidad
dinamica con fases alternas de contraccidn y crecimiento causadas por el desensamblaje (catastrofe) o

polimerizacion de la tubulina respectivamente %18,

Durante el ciclo vegetativo, la organizacion de los MTs varia en funcién de las distintas etapas del
ciclo celular (Fig. 3). En interfase, los MTs forman de 2 a 6 haces alineados a lo largo del eje longitudinal
de la célula '**°, Estos haces estan dispuestos de forma antiparalela, solapando sus extremos negativos en
los centros organizadores de MTs de interfase (iMTOCs, de “Interphase microtubule organizing center”),
localizados en el centro de la célula 1%, Esta organizacion asegura que en cada haz de MTs los extremos

positivos crezcan hasta alcanzar ambos polos para posteriormente despolimerizarse rapidamente °.

En la mitosis temprana, desaparecen los MTs citoplasmaticos y aparecen dos nuevas formas
de organizacion, los MTs intranucleares que originan el huso mitético, y los MTs astrales, en la cara
citoplasmatica del cuerpo polar del huso (SPB, de “Spindle pole body”). En la transicién de anafase B a
telofase, donde se ha descrito que comienza la contraccién del CARy la sintesis del septo, se desensambla
elhuso mitoético, ylos MTs originan el “Post-Anaphase Array” o PAA. Al concluir la septacidn, esta estructura
se desorganiza, formandose de nuevo los MTs citoplasmaticos. Los MTs astrales se han relacionado con
el alineamiento del huso mitético con respecto al eje celular, pero no con su elongacion 2%, mientras
que el PAA lleva a cabo sus funciones durante la citocinesis, estabilizando el CAR y manteniendo alejados

a los nucleos de la zona de division 2*% (Fig. 3).
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Figura 3. Organizacion de los microttbulos en S. pombe. (A) llustracién de la distribucién de los microtubulos (MT, en verde) durante
distintas fases del ciclo celular de S. pombe. Se representan también los centros organizadores de microttubulos (MTOCs, en rojo)
y la envuelta nuclear (azul). Los extremos (-) generalmente estan dirigidos hacia el centro de la célula y los extremos (+) hacia los
polos. Durante la mitosis se forman el cuerpo polar del huso (SPB) y los microtubulos astrales. Durante la divisioén celular los centros
organizadores de microtubulos situados en la zona de division van a nuclear los microtibulos denominados PAA (Post Anaphase
Array) que favorecen la separacién celular. (B) Imagenes de microscopia de fluorescencia correspondientes a A. Modificado de .

2.2. Polarizacion celular
2.2.1. Complejo Teal-Tea4 en el establecimiento de la polaridad

El marcador de polaridad Teal, con similitud a las proteinas Kelch de Drosophila y Ezrina de
mamiferos, fue la primera proteina identificada como componente de la maquinaria de polarizacién
celular encargada de determinar los sitios de crecimiento . Teal se acumula en los extremos positivos de
los MTs donde interacciona con el extremo C-terminal de la proteina Tea4 para dar lugar a un complejo
%7 Una vez que los MTs contactan con los polos de crecimiento Teal y Tea4 se anclan a la membrana

plasmatica, donde actian como marcadores de las regiones de crecimiento activo (Fig. 4).

Los mutantes carentes de Teal o de Tead presentan defectos morfoldgicos similares, células
curvadas o con forma de “T” que crecen de forma monopolar, lo que indica una funcidn de estas
proteinas en el posicionamiento correcto de los sitios de crecimiento y en el proceso de NETO. Ademas,
el mutante doble tealA tea4A presenta los mismos defectos que los mutantes simples, lo que sugiere
que ambas proteinas funcionan en la misma ruta ©13?7, Teal es necesaria para la localizacién de Tea4 en
los polos. A su vez, Tea4 juega un papel en el anclaje del complejo Teal-Tea4 en el polo de crecimiento,
ya que se ha visto que en células carentes de Tea4, Teal se acumula de forma asimétrica en los polos de
la célula *28, Entre las proteinas responsables del anclaje de Teal-Tea4 a la corteza celular se encuentran
Mod5 y Tea3. Mod5 es una proteina que se asocia a la membrana mediante la prenilacién de su extremo
C-terminal y es necesaria para el anclaje de Teal en ambos polos. En su ausencia, la mayor parte de
Teal permanece retenida en los MTs, aunque las células presentan un patrén de crecimiento similar a
un silvestre ?°. Por otra parte, en ausencia de Teal, Mod5 se extiende por toda la membrana en lugar
de permanecer confinada en los polos. Por tanto Teal y Mod5 forman un complejo y dependen el uno
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del otro para su localizacidn. Tea3 presenta una cierta similitud con Teal y se localiza en ambos polos
celulares, concentrdndose en mayor medida en el polo nuevo de manera dependiente de los MTs. Tea3
secuestra a Teal en el polo nuevo, sin crecimiento antes de NETO 3%, y en su ausencia las células presentan

un crecimiento monopolar y defecto en NETO 31,
2.2.2. Complejo +TIP en el establecimiento de la polaridad

El transporte de los marcadores de polaridad, Teal y Tea4, hasta los polos de crecimiento, estd
mediado por su anclaje al extremo positivo de los MTs, el cual depende de las proteinas del complejo +TIP,
Tea2, Tiply Mal3 (Fig.4). Tea2 es una quinesina que pertenece a una familia de proteinas cuyos miembros
interaccionan con los MTs a través de su dominio motor N-terminal. Durante interfase, Tea2 se concentra
en los polos, como puntos intensos a lo largo de los MTs y en el polo positivo de los mismos. Los MTs son
necesarios para el transporte de Tea2 hasta el polo celular, pero no para su mantenimiento en el mismo
3233 Tip1, homdloga a CLIP-170, se localiza en los polos celulares y en el polo positivo de los MTs donde
participa previniendo la desorganizacion de los mismos *2°. Mal3, homdloga a EB1, esta relacionada
con el mantenimiento y estabilizacion de los MTs mediante el control de la tasa de despolimerizacion.
A diferencia de Tea2 y Tip1, Mal3 se distribuye a lo largo de los MTs, siendo especialmente abundante
en los extremos positivos y en los centros organizadores de MTs (MTOCs, de “microtubule organizing
center”). Durante la mitosis Mal3 se detecta en los MTs astrales, el huso mitético y ambos SPBs 3>,

Teal y Tead son incapaces de anclarse de forma eficiente al extremo positivo de los MTs en los
mutantes tea2A, tip1A y mal3A, quedando localizadas a lo largo de los mismos. Distintos estudios han
propuesto un modelo para el anclaje de Teal y Tea4 a los MTs. La localizacion de Tipl en este extremo
depende de Mal3, mientras que Tip1 es necesario para la asociacién de Mal3. Tipl también interacciona
con Teal a través de sus dominios “coiled-coil” *’, permitiendo la asociacién del complejo Teal-Tea4 a
los MTs. El transporte de estas proteinas hasta el extremo positivo depende de la quinesina Tea2 %%, De
esta manera, el complejo Teal-Tead es capaz de anclarse a los MTs y ser transportado hasta los polos
de la célula.

> Figura 4. Maquinaria de polarizacion celular

dependiente de microtubulos. El complejo Teal-Tead
es transportado hasta los polos celulares en un proceso
dirigido por los microtubulos y regulado por las proteinas
Tipl, Tea2 y Mal3. Una vez en los polos celulares, Mal3
se desensambla y los microtubulos se desorganizan en un
proceso conocido como “catdstrofe de los microtubulos”.
El complejo Teal-Tea4 queda anclado en los polos gracias
a las proteinas Mod5 y Tea3. Una vez establecidos los
polos de crecimiento, otras proteinas (For3, Bud6,
Cdc42...) son reclutadas para formar el polarisoma. Una
vez formado, se produce la activacion de la formina For3
por parte de la GTPasa Cdc42, la cual es regulada por
Pom1, y se inicia la sintesis de los cables de actina que
sirven de guia para el transporte de vesiculas de secrecidn
mediante su asociacién a la miosina de tipo V, Myo52.

Microtubulo

Cable de actina
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2.2.3. Activacion del crecimiento por el complejo del polarisoma

La localizaciéon del complejo Teal-Tead en los polos de la célula es esencial para marcar los
sitios de la célula donde a continuacién tendra lugar la activacién del crecimiento. De hecho, una de
las funciones principales del complejo Teal-Tea4 es servir de punto de anclaje para que las proteinas
implicadas en la activacion del crecimiento se localicen exclusivamente en los polos de crecimiento.
Una vez en los polos, Teal y Tea4d se anclan a Mod5, e interaccionan con otros componentes adicionales
para formar un gran complejo proteico que incluye a las proteinas For3, Bud6 y Cdc42, y que ha sido

denominado “polarisoma” % (Fig. 4).

Tead se une directamente a For3 sirviendo como puente de unidn entre esta ultima y Teal. For3
es la formina responsable de la formacién de los cables de actina en los sitios de crecimiento durante
interfase 2%, Al igual que otras forminas, For3 posee un mecanismo de autoinhibicién a través de la
interacciéon entre sus dominios DID y DAD 3°. Las células que carecen de For3 son viables a pesar de no
presentar cables de actina detectables, lo que sugiere que la polaridad puede ser debida a una funcién

redundante con la maquinaria de secrecién polarizada *.

Bud6 es una proteina reguladora de la actina, que durante el crecimiento vegetativo refuerza el
reclutamiento y activacion de For3 en los polos de crecimiento. En ausencia de Bud6, For3 se deslocaliza
parcialmente, presentando las células defectos en los cables de actina 33°, Esta proteina se localiza en
ambos polos de la célula en interfase y en la regién del septo durante la citocinesis, y su mantenimiento
en los polos es dependiente de actina. Teal interacciona fisicamente con Bud6 y la localizacién de Bud6

depende de Teal pero no a la viceversa **.

Cdc42 es una GTPasa esencial que controla el crecimiento polarizado **** mediante la regulaciéon
de For3 y los cables de actina y mediante la regulacion del exocisto *%*, Cdc42, junto con Bud6 y Pob1,
impiden la autoinhibicion de For3, permitiendo su correcta localizacidén y activacidon en los polos de

crecimiento 38394546,

Otra proteina importante cuya localizacién depende del complejo Teal-Tea4 es la quinasa Pom1
47(Fig. 4). Esta quinasa regula la fosforilacién y localizacion de Rga4, una GAP (de “GTPase-activating
protein”) de la GTPasa Cdc42, excluyéndola de las zonas de crecimiento y evitando la inactivacién
de Cdc42 en estas regiones. De esta manera, Cdc42 se mantiene activa en los polos de crecimiento y

mantiene a su vez la actividad de la formina For3 394548,
2.3. El citoesqueleto de actina en S. pombe

Una vez establecidos los polos de crecimiento, el citoesqueleto de actina dirige la secrecion
polarizada de componentes de la membrana, precursores y enzimas implicadas en la sintesis de la pared
celular hacia las regiones por donde la célula debe crecer. Ensayos de regeneracién de protoplastos
en presencia de dosis altas de citocalasina D, una droga que inhibe la polimerizacién de los filamentos
de actina, muestran una inhibicidn de la sintesis de material de pared celular nuevo y por lo tanto un

bloqueo del crecimiento de la célula *°.

A lo largo del ciclo celular la actina se organiza en tres estructuras distintas y bien definidas:
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los parches de actina, los cables de actina y el CAR. Esta ultima estructura se describird en detalle en el
apartado 6 dedicado al proceso de la citocinesis *° (Fig. 5).

2.3.1. Los parches de actina.

Los parches de actina marcan los lugares donde se produce el crecimiento activo de la célula.
Se ensamblan en los polos de crecimiento en interfase, y en la zona media de las células durante la
citocinesis °%3. Los parches se han asociado con los procesos de endocitosis, donde son necesarios
para contrarrestar la elevada presion de turgencia interna de las células >* y facilitar que los materiales
extracelulares o aquellos unidos a la membrana plasmatica se transporten al interior celular. Es previsible
por tanto que los parches sean importantes para el reciclado de proteinas y lipidos en las zonas de
crecimiento activo 3. Los parches de actina se ensamblan por el complejo Arp2/3 que es estimulado por
tres factores promotores de nucleacién Panl, Wsp1 de la familia WASP y la miosina de Clase | Myo1, ésta

ultima estimulada por la verprolina Vrp1 6
2.3.2. Cables de actina.

Los cables de actina contribuyen al crecimiento polarizado funcionando como vias a través de las
cuales las miosinas de Clase V, Myo51 y Myo52, pueden transportar vesiculas de secrecion >, y participan

en el movimiento de los parches de actina >,

Durante interfase los cables de actina se extienden a lo largo del eje longitudinal de las células,
orientados de tal manera que la polimerizacién ocurre por el extremo mas cercano a los polos . Durante
la mitosis, los cables se reorientan polimerizdndose en la zona media de la célula y permitiendo asi el
transporte de los materiales necesarios para la formacion del anillo contractil y el septo . La nucleacién
de estos cables depende de las forminas For3 y Cdcl2 que es ademas esencial para la formacién del

anillo de actomiosina necesario para la divisidn celular 662,

El ensamblaje de los cables de actina necesita de la participacién de la formina For3 386063,
Ademas se han descrito otras proteinas de unién a filamentos de actina que se unen a los cables como
la tropomiosina Cdc8, que estabiliza los filamentos de actina o la profilina 8.

parches

anillo contractil

Figura 4. Distribucidon del citoesqueleto
de actina en S. pombe. Detalle de la
organizacion de las diferentes estructuras
que componen el citoesqueleto de actina
durante el crecimiento vegetativo de S.
pombe. Figura adaptada de 2*®.
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2.4. Miosinas

Las miosinas engloban a una superfamilia de proteinas motoras que utilizan a los filamentos
de actina como puntos de anclaje para el movimiento y estan implicadas en diferentes e importantes
procesos celulares, como son el movimiento celular, la fagocitosis, el mantenimiento de la forma celular,
la citocinesis o el trafico de organulos y particulas ®. La tropomiosina Cdc8 es una proteina de unién a
actina que regula la dindmica de la actina y su interaccion con las miosinas %8, Las miosinas constituyen
la denominada “cadena pesada” de un complejo motor que también incluye una “cadena ligera esencial”
y una “cadena ligera reguladora”. La cadena pesada, o miosina propiamente dicha, posee tres dominios
bien diferenciados: dominio motor o “cabeza”, que se asocia alaactina para producir movimiento; dominio
“cuello”, que se une a la cadena ligera y aumenta la rigidez de la zona permitiendo amplificar la fuerza
generada por el dominio motor; y dominio “cola”, que especifica el tipo de interaccidn proteina-proteina

determinando las distintas funciones no motoras existentes (dimerizacion, union a membranas,...).

En S.pombe existen cinco miosinas pertenecientes a tres clases diferentes: Clase | (Myolp), Clase
Il (Myo2p y Myp2p/Myo3p)y Clase V (Myo51p/Myo5p y Myo52p/Myo4p) *. La miosina de clase |, Myo1,
posee una larga cola con un extremo C-terminal importante en la estimulacion del complejo Arp2/3,
nucleador de actina. Esta funcion es compartida con la proteina de la familia WASP, Wsp1, actuando
ambas proteinas en rutas paralelas para la activacion de Arp2/3 y la distribucién de los parches de
actina en los sitios de crecimiento >>°¢. Myol también parece tener un papel en la remodelacién de la
membrana plasmatica y la endocitosis 7°”*. La actividad motora de Myo1 no es necesaria para su funcion
en la polimerizacidn de actina, pero el mecanismo por el cual es importante en otros procesos celulares,

como la endocitosis, todavia se desconoce %72,

S. pombe posee dos miosinas de la Clase Il, Myo2 y Myp2/Myo3 y sélo Myo2 es esencial para la
viabilidad celular >4, Son componentes de la maquinaria de citocinesis formando parte del CAR, donde

Myo2 desempefia un papel crucial en su formaciéon y contraccidn 7>77,

La actividad de las miosinas de la Clase Il se encuentra regulada, de manera similar a la de Myo1,
por su union a las cadenas ligeras, Cdc4 (esencial) y Rlcl (reguladora). Ademas, se ha observado que la

fosforilacion de Myo2 controla su motilidad e incorporacion al CAR 787°,

Las miosinas de Clase V son proteinas que dimerizan para moverse a lo largo de cables de
actina y asi transportar distintas moléculas hasta localizaciones discretas de la célula ®°. S. pombe posee
dos miosinas de Clase V: Myo51/Myo5 y Myo52/Myo4. Myo51 participa en citocinesis, mientras que
Myo52 se acumula en los sitios de crecimiento y deposicidén de pared celular °”#. El mutante myo51D
no presenta defectos detectables en el crecimiento mientras que las células carentes de Myo52 son
termosensibles y tienen defectos morfolégicos. Myo52 se ha asociado a diferentes procesos celulares
como son la organizacion y el mantenimiento vacuolar 58!, el transporte y la localizacion de la proteina
SNARE sinaptobrevina M vy la dindmica de MTs 2. Se ha descrito que la localizacion de las B(1,3)glucan
sintasas (BGS) Bgs1 y Bgs4 en las regiones de sintesis de pared celular depende de For3 y Myo52 48,
También se describidé que la localizacidn de la a-glucan sintasa (aGS) Ags1/Mok1 dependia de Myo51 %,

sin embargo, recientemente se ha visto que esto no es asi #.
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Myo51, al igual que Myo52, se localiza durante la fase sexual en la punta de las células en
conjugacion promoviendo la fusion de las células . Myo51 también juega un papel durante la segregacion
meiodtica localizandose, tras la profase |, en los SPBs y coordinando la organizacién espacial y temporal de
la formacidén de la espora 8. Ademas, se ha descrito que junto con Myo52 contribuye a la organizacion
y dindmica de los cables de actina ¥ vy, recientemente, se ha visto que interviene en el ensamblaje y
estabilidad del CAR durante citocinesis a través de dos proteinas “coiled coil”, Rng8 y Rng9 %,

2.5. Dominios lipidicos ricos en esteroles

Hasta la fecha, los dominios de membrana representan uno de los componentes del crecimiento
polarizado menos explorados. Los mas estudiados son los dominios ricos en esteroles o “lipid rafts”,
insolubles en detergentes no idnicos, que en células de mamiferos se han implicado en procesos de
reciclado de proteinas, trafico, sefializacidn y organizacién del citoesqueleto de actina 83, En S. pombe
se concentran en los polos de crecimiento o en forma de banda en la zona media de la célula durante la
citocinesis. Dicha distribucidon depende del ciclo celular, y requiere una ruta de secrecion funcional %+
(Fig. 2). Se ha descrito también que la miosina de Clase | Myo1 controla la organizacién de los “lipid rafts”
en la membrana plasmatica y la proteina F-BAR Cdc15 controla la localizacién de Myo1, y por tanto, la
organizacion de los “lipid rafts” %%, Ademas, parece que existe una interdependencia entre Myo1, los

“lipid rafts” y la endocitosis 7%7%%,

Algunas proteinas como la glucan sintasa (GS) Bgs4, y la quinasa de la familia MARK, Kin1, estan
asociadas a los “lipid rafts” °#1%°, Ademas, una alteracidn de la composicién de los “lipid rafts” provoca un

posicionamiento aberrante del sitio de division celular %,

3. ELEXOCISTO

Para llevar a cabo el crecimiento polarizado es necesaria una secrecién polarizada de nuevo
material de membrana en las zonas de crecimiento activo de la célula. Este proceso se lleva a cabo a
través del transporte de vesiculas exociticas por los cables de actina hasta las zonas de crecimiento

donde se produce su fusion con la membrana plasmatica.

El exocisto es un complejo multiproteico conservado que es importante para la fusion de vesiculas
con la membrana plasmatica 1%, En S. pombe este complejo se compone de 8 subunidades, Sec3,
Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Secl15, Exo70 y Exo84, y todas son esenciales salvo Exo70 %1% A diferencia de
lo que ocurre en Saccharomyces cerevisiae, donde las mutaciones en el exocisto provocan defectos en
polaridad celular 1%, las células de S. pombe con mutaciones en el exocisto crecen de forma polarizada
pero muestran defectos en citocinesis %7, E| exocisto se localiza en las zonas de crecimiento activo,
en los polos durante interfase y en el septo durante la separacion celular, donde forma un anillo que se
desdobla al comenzar la contraccion del CAR. El exocisto participa, junto con el citoesqueleto de actina,
en el crecimiento polarizado %1%, Recientemente se ha visto que la subunidad del exocisto Sec3 participa
tanto en el anclaje de las vesiculas de secrecidn a la membrana plasmatica como en el ensamblaje de las
diferentes estructuras de F-actina %,
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La localizacidn del exocisto no depende de los cables de actina pero si de fosfolipidos de membrana
como PIP2. Por ello, se ha propuesto que los cables de actina y el exocisto forman dos médulos que
actuan de forma independiente en el proceso de secrecidn polarizada, siendo ambos controlados por la
GTPasa Cdc42 39404546109

4. LA PARED CELULAR

La pared celular es una estructura complejay externa ala membrana plasmatica que esta presente
en todos los hongos. Estd formada por polisacaridos entrelazados y glicoproteinas, proporcionando
proteccién mecanica y soporte estructural frente al exterior y frente a la fuerte presién de turgencia
interna, por lo que determina la forma y es esencial para el crecimiento y la supervivencia de la
célula. Sin embargo, esta estructura no es una simple cubierta rigida y estdtica, sino que constituye un
componente celular muy dindmico, que cambia continuamente durante el ciclo de vida de la levadura
y por tanto, desempefa un papel muy importante en la morfogénesis de la célula. La pared celular
fungica es equivalente en algunos aspectos funcionales a la matriz extracelular de células animales pero
su composicidén y propiedades osmoticas y estructurales son totalmente distintas. Estas diferencias
permiten que los antifingicos que afectan especificamente a la pared celular, sean capaces de inhibir la

sintesis de la pared fungica sin afectar a la matriz extracelular de células animales 10112,
4.1. Composicion de la pared celular de S. pombe

La pared celular de S. pombe representa alrededor del 25% del peso seco de la célula y estd
compuesta principalmente por glicoproteinas y polisacaridos dispuestos en diferentes capas fibrilares,
qgue se enlazan entre ellos mediante enlaces por puentes de hidrégeno, lo que convierte a la pared
celular en una estructura fuerte y resistente (Fig. 6A). Entre los polisacaridos se encuentran cuatro tipos
de glucano que constituyen el 85% del total de la pared: B(1,3)glucano lineal, B(1,3)glucano ramificado,
B(1,6)glucanoy a(1,3)glucano con una pequefa proporcion de enlaces a(1,4). Ademas, la pared contiene
alrededor de un 15% de galactomanoproteinas 1%, A diferencia de lo que ocurre en otros hongos,
en la pared celular de S. pombe no se han detectado cantidades significativas de quitina durante el

crecimiento vegetativo %,
4.1.1. B-glucano

En S. pombe este polisacarido representa del 46 al 54% del contenido total de la pared, siendo
el principal componente de la misma y el responsable de la fuerza mecdnica y del mantenimiento
morfoldgico de la célula 17, El término B-glucano engloba los polisacaridos formados por mondmeros

de D-glucosa, clasificandose por el tipo de enlace existente en la cadena principal de estos mondémeros

112,118.

B(1,3)glucano lineal (L-BG)

Estd constituido por cadenas lineales de glucosas unidas por enlaces B(1,3) que se disponen en
forma de triple hélice 1*>12°, |o que le confiere elasticidad y resistencia 1. En S. pombe es responsable
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de la estructura de septo primario que se observa mediante microscopia electrénica. Ademas, es el
polisacarido que se une de forma especifica y con alta afinidad al fluorocromo Calcofluor White (CW),

como ocurre con la quitina del septo primario en la levadura de gemacién S. cerevisiae 2.
B(1,3)glucano ramificado

Es el polisacdrido mas abundante de la pared y estd constituido por cadenas lineales de glucosas
unidas por enlaces B(1,3) con un 14% de ramificaciones a través de enlaces B(1,6) (Fig. 6A). Mediante
estudios de regeneracién de protoplastos se ha podido observar que este polimero es el primero en ser
sintetizado por la célula, generando una red de fibras largas y paralelas que se extiende hasta cubrir la
superficie del protoplasto, restableciendo la forma cilindrica inicial de esta levadura y constituyendo el
armazon sobre el que se ensamblan posteriormente el a-glucano y el galactomanano '*!22, Este glucano
es esencial para mantener la viabilidad celulary para la formacién del septo secundario. Ademas participa
en la conexién de la pared celular con la membrana plasmatica, permitiendo la contraccién adecuada del

CAR'y el avance correcto del septo de division 12,
B(1,6)glucano

Es un polisacédrido formado por mondmeros de glucosa unidos por enlaces B(1,6) que esta
altamente ramificado (un 75%) en uniones tipo 3(1,3). Debido a la abundancia de los dos tipos de enlaces
también es denominado diglucano y constituye del 6 al 10% de la pared celular **>12* (Fig. 6A).
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Figura 6. Estructura de la pared celular de S. pombe. (A) Estructura y composicion de la pared celular de la levadura de fision. El panel
superior muestra un esquema de la organizacién y composiciéon de las distintas capas que constituyen la pared celular. En el panel
inferior se muestra una imagen de microscopia electrénica de transmision (TEM) de una célula y del detalle de un fragmento de pared
celular. La pared celular consta de tres capas. La zona interna es menos densa a los electrones, esta formada mayoritariamente por a-
y B-glucanos y es la que confiere rigidez a la pared. Las superficies externa e interna son mas densas al paso de los electrones y estan
formadas principalmente por galactomanoproteinas, las cuales son responsables de las interacciones celulares y de la antigenicidad.
(B) Imagen de TEM de un septo de division el cual presenta una estructura trilaminar, con una estructura interna poco densa a
los electrones denominada septo primario (Sp) que contiene, aparte de otros polisacaridos, el L-BG responsable de su estructura,
flanqueada a ambos lados por dos estructuras mds densas a los electrones denominadas septos secundarios (Ss).
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4.1.2. a-glucano

Este polisacarido esta ausente en levaduras de gemacion como S. cerevisiae y Candida albicans,
pero esta presente en la pared celular de S. pombe y un gran nimero de hongos dimdrficos y filamentosos
125 Constituye el 28% de la pared celular y estd formado por la repeticion de dos cadenas unidas
linealmente, cada una formada por, aproximadamente, 120 residuos de D-glucosa unidos por enlaces

a(1,3) y 10 residuos con enlaces a(1,4) situados en el extremo reductor de cada cadena ?® (Fig. 6A).

Posee un papel esencial en el mantenimiento de la forma celular ya que cepas mutantes con
menor contenido de a-glucano adquieren forma redonda %, y el tratamiento con a-glucanasas genera
protoplastos redondeados ¥, que no se consiguen al tratar las células Unicamente con B-glucanasas. Al
igual que el B-glucano, el a-glucano desempefia una importante funcién en la generacion de estructuras
fibrilares, puesto que mutantes defectuosos en la biosintesis del a-glucano son incapaces de desarrollar
los haces de glucano durante la regeneracién de protoplastos, aunque si llegan a formar fibrillas 12812,

Recientemente se ha descrito que el a(1,3)glucano es esencial para la integridad celular durante el
crecimiento polarizado y, principalmente, durante la separacion celular 8. Este polisacarido es necesario
para la formacion del septo secundario y para otorgar al septo primario la fuerza estructural importante
para su anclaje al septo secundario y para soportar la fuerza ejercida por la presién de turgencia interna
durante la separacion celular. Esto permite un proceso de separacion estable y gradual de las dos células

hermanas.
4.1.3. Galactomanano

Es el componente glucidico de las glicoproteinas de la pared y representa del 9 al 14 % del total
de los azucares de la pared celular. Estd formado por un esqueleto lineal de unidades de D-manosa
unidas mediante enlaces a(1,6) y con ramificaciones en enlaces a(1,2) o a(1,3), terminadas por un resto
de galactosa en los extremos no reductores (Fig. 6A). También se ha encontrado una pequefia cantidad

de galactosa situada en posicién no terminal 18130,

El galactomananno se encuentra unido a proteinas mediante enlaces covalentes N- y
O-glucosidicos, dando lugar a las galactomananoproteinas. Esta glicosilacion se produce en el reticulo
endoplasmatico (RE) y en el aparato de Golgi **, y las glicoproteinas generadas se secretan al espacio
peripldsmico, uniéndose a los polisacdridos de la pared celular, tanto mediante enlaces no covalentes
(por puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, interacciones electroestaticas), como covalentes, que

dependiendo del tipo y el polisacarido al que se unen se dividen en dos grupos 32;

- Proteinas de la pared celular unidas mediante un residuo GPI (GPI-CWPs, de “Glycosyl

phosphatidyl inositol - Cell wall proteins”): Contienen un residuo GPI por el que se unen a la pared. Este
residuo es afiadido post-traduccionalmente en la zona C-terminal de la proteina por medio de una GPI
transamidasa que reconoce una secuencia sefial para anclar el GPI y eliminar el resto de la secuencia
C-terminal de la proteina 1*. Las proteinas GPI estan asociadas al $(1,6)glucano y éste al B(1,3)glucano.
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- Proteinas Pir (Pir-CWPs, de “Protein internal repeats - Cell wall proteins”):

Presentan repeticiones ricas en glutamina con el motivo consenso Q[IVIXDGQ[IVP]Q, un péptido
sefial, un sitio de corte por Kex2 y un dominio C-terminal que contiene cuatro residuos de cisteinas con
una estructura -C-65/66-C-C-12-C 2, Las proteinas Pir se han descrito inicialmente en S. cerevisiae .

Son proteinas unidas directamente al B(1,3)glucano a través de un enlace covalente sensible a alcali.
4.2, Arquitectura de la pared celular

La estructura de la pared celular de S. pombe observada mediante microscopia electrénica de
transmision (MET) presenta una apariencia trilaminar, con una capa central menos densa a los electrones
formada por la fibras de glucano, flanqueada por dos capas mas densas a los electrones que contienen
principalmente galactomanoproteinas (Fig. 6A) 1*33°, Durante la citocinesis en la zona media de la célula
se sintetiza el septo de divisién que formara la barrera fisica necesaria para permitir la separacién de las
células hermanas. Su estructura también presenta tres capas cuando se observa mediante MET, el septo
primario menos denso al paso de los electrones, flanqueado a ambos lados por el septo secundario mas
denso (Fig. 6B).

El andlisis mediante microscopia electrénica de barrido de la regeneracidn de la pared celular en
protoplastos mostré que se estructura creando una red de fibras que se unen a modo de cintas. Estas,
a su vez, se agrupan formando haces interconectados rodeados de particulas amorfas. Mediante MET
usando lectinas especificas marcadas con oro coloidal, se determiné que dichas particulas corresponden
al galactomanano. El uso de Aculeacina A, un inhibidor especifico de la sintesis de f(1,3)glucano, mostré
que este glucano es el principal componente de la estructura fibrilar. Sin embargo, también se requiere la
presencia del a(1,3)glucano para generar dicha estructura, ya que mutantes con un defecto en la sintesis
de a(1,3)glucano, aunque mantienen la estructura fibrilar, son incapaces de desarrollar las estructuras

de haces durante la regeneracion de los protoplastos 122128129,

Experimentos de inmunomicroscopia electréonica usando anticuerpos marcados con oro coloidal,
especificos contra los diferentes B-glucanos, han permitido definir la organizacién de los diferentes
polisacaridos en el septo y la pared celular de S. pombe ** (Fig. 7):

B(1,3)glucano lineal (L-BG): Se localiza casi exclusivamente en el septo primario 113122,

B(1,3)glucano ramificado: Se distribuye por toda la pared celular y se encuentran tanto en el

septo primario como en el secundario. Ocasionalmente, las particulas de oro marcan finos filamentos
que se extienden perpendicularmente desde la membrana plasmatica hacia la capa de galactomanano

situada en la superficie externa de la pared.

B(1,6)glucano ramificado: Esta presente en la parte externa de la capa de la pared celular menos

densa a los electrones, bajo la capa externa de galactomananoproteinas de la pared lateral y en el septo
secundario '3, Esta localizacion estaria de acuerdo con el hecho de que el $(1,6)glucano conectara las
proteinas de la superficie exterior con el resto de los polisacaridos de la pared celular 2%,

39



40

a(1,3)glucano: Los anticuerpos policlonales unidos a oro coloidal disponibles para
inmunomicroscopia solo detectan un a(1,3)glucano corto e inmaduro, que se puede observar de forma
discreta en la superficie e interior de toda la pared celular, pero la mayoria de particulas se localizan a lo
largo de la membrana plasmatica, e incluso en la parte mas externa del citoplasma. Esto sugiere que los
anticuerpos usados Unicamente reconocen un a(1,3)glucano recién sintetizado, apoyando la idea de que
el a(1,3)glucano se sintetiza en la membrana plasmatica 1.

Estudios mediante inmunomicroscopia con lectinas especificas han permitido localizar el
galactomanano tanto en la superficie exterior de la pared celular como en la superficie interior, junto a

la membrana plasmatica *>1%7,

Figura 7. Inmunolocalizacion de los distintos tipos de B-glucano de la pared celular de S. pombe. Inmunomicroscopia
electrénica de transmisidn utilizando anticuerpos conjugados con oro coloidal especificos contra el B(1,3)-glucano ramificado
(A), el B (1,6)-glucano (B) y el L-BG (C). El B (1,3)-glucano ramificado aparece localizado por toda la pared celular y por todo el
septo de division. El B (1,6)-glucano se localiza por toda la pared celular y en el septo secundario. Por ultimo, el L-BG se localiza
casi exclusivamente en el septo primario. Barra 0,5 um. Figura adaptada de %3,

5. BIOSINTESIS DE LOS COMPONENTES DE LA PARED CELULAR Y SU REGULACION.
5.1. Biosintesis del $(1,3)glucano

La biosintesis del B(1,3)glucano se cataliza por el complejo enzimatico B(1,3)glucan sintasa (BGS)
[UDP-glucosa: (1,3)B-D-glucano-3-B-D-glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34], que se encuentra asociado a
la cara interna de la membrana plasmatica y requiere la presencia de los nucledsidos trifosfato GTP o
ATP para su activacion 38! (Fig. 8). Esta enzima sintetiza in vitro cadenas lineales de B(1,3)glucano de
novo con 60-80 residuos de glucosa, carente de ramificaciones B(1,6), y de una longitud mucho menor
que el B-glucano de la pared celular. La actividad BGS posee al menos dos componentes: una unidad
catalitica, correspondiente a una fraccién insoluble en presencia de detergentes y NaCl, y una subunidad

reguladora que estd en la fraccidn soluble y se activa cuando se une a GTP 140143,
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Figura 8. Modelo de activacion del complejo B(1,3)glucan sintasa en S. pombe. El complejo enzimatico, formado por al menos
dos componentes, se localiza en la cara interna de la membrana plasmatica. Estudios bioquimicos permitieron el fraccionamiento
del complejo en dos componentes: la GTPasa Rhol, subunidad reguladora encargada de la activacion del enzima, y la subunidad
catalitica, formada por la familia de proteinas Bgs. La GTPasa Rhol debe ser prenilada por el heterodimero geranilgeranil-transferasa
de tipo | (GGTasa I), formada por Cwply Cwg2, para poder anclarse a la membrana plasmatica. Adaptado de 2%,

5.1.1. Subunidad catalitica de la BGS

Los genes que codifican la subunidad catalitica responsable de la actividad BGS fueron
identificados inicialmente en S. cerevisiae y nombrados FKS1 y GSC2/FKS2 %145, FKS1 (de “FK506
sensitive”) fue clonado por primera vez por complementacién de un mutante hipersensible a inhibidores
de la calcineurina %%, Simultdaneamente en otros laboratorios se clonaron los genes ETG1 y PBR1,
cuyas mutaciones confieren resistencia a antifungicos que inhiben especificamente la sintesis del B(1,3)
glucano de la pared celular #4414 'CND1, cuya mutacion requiere una ruta de la calcineurina funcional
150y CWH53, clonado a partir de cepas mutantes hipersensibles a CW 52,

La purificacion parcial de la actividad BGS mediante atrapamiento del producto insoluble de la
reaccion permitio la clonacién e identificacion de dos genes que codifican secuencias homdlogas, GCS1
(FKS1) y GCS2 (FKS2) **2. FKS2 también fue clonado por homologia de secuencia con FKS1, con la que
presenta una alta identidad (88%) *. La delecion simultanea de FKS1 y FKS2 es inviable, lo que sugiere
que durante el crecimiento vegetativo Fksl y Fks2 son dos subunidades alternativas con funciones

esenciales y solapadas %>,

FKS1y FKS2 presentan un patron de expresion diferente. La transcripcion de FKS1 esta regulada
por el ciclo celular y asociada a la remodelacion de la pared celular mientras que la de FKS2 depende de
la calcineurina 3. FKS1 se expresa durante el crecimiento vegetativo normal, de acuerdo a su funcidn
propuesta como la principal subunidad de la BGS. Por otro lado FKS2 se induce a altas temperaturas, a
través de la ruta de MAP quinasas de integridad celular, o independientemente de esta ruta, al entrar
en fase estacionaria. La expresion de FKS2 se activa a través de una cuarta via que se induce en ausencia
de la funcién de Fks1, en presencia de altas concentraciones de calcio, o en respuesta a feromonas

195 Durante diferenciacién sexual los zigotos fks2D son incapaces de formar esporas. La gravedad de
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fenotipos observados en fks1A comparados con los observados en fks2A, sugieren que Fks1 es la principal
responsable de la actividad y de la sintesis de (1,3)glucano durante el crecimiento vegetativo, mientras

gue Fks2 funcionaria principalmente bajo condiciones de estrés *.

Durante la secuenciacion del genoma de S. cerevisiae se identificd un tercer gen, FKS3, *** cuyo
producto es necesario para la esporulacidn *%¢ Fks3, al igual que Fks2, es necesaria para la maduracién
de la pared de la espora, ya que mutantes con las deleciones fks2A y fks3A presentan defectos en el
ensamblaje de las capas de B(1,3)glucano y una reduccion de la resistencia a ciertos tipos de estrés (altas

temperaturas, etanol, dietiléter), aunque Fks2 presenta la funcién mayoritaria *°°.

La familia de las BGS estd muy conservada en hongos y plantas, y son proteinas largas con
multiples dominios de membrana y una region hidrofilica central *’. Se han descrito ortdlogos de estos
genes en la mayoria de los géneros de hongos, que codifican proteinas con un alto grado de identidad
con las Fks, desde el 56% (Cryptococcus neoformans) hasta el 83% (Candida glabrata) *11%1581%9 Entre las
BGS de plantas y hongos existe un 21-30% de identidad y un 41-54% de similitud %162,

En S. pombe, la clonacidon de genes a partir de mutantes obtenidos por diversas estrategias
genéticas y la disponibilidad de la secuencia completa del genoma para su analisis, permitié identificar
cuatro genes que presentan una alta identidad entre si y con las proteinas Fks, por lo que se consideraron
posibles subunidades cataliticas de la BGS, denomindndose proteinas Bgs (de “B(1,3)-D-glucan
synthesis”). Estas subunidades estan codificadas por 4 genes, de bgs1* a bgs4*, todos ellos esenciales
para la viabilidad celular a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae y otros hongos, donde FKS1 y
FKS2 han mostrado tener funciones redundantes 2158163167 | 35 subunidades cataliticas de la BGS de
la levadura de fision desempefian distintas funciones esenciales en el ensamblaje y transporte de los
diferentes B(1,3)glucanos durante el crecimiento polarizado de la pared celular, la sintesis del septo y la

formacion de la pared de la ascospora.

De forma similar a Fks1y Fks2 de S. cerevisiae, las Bgs son proteinas integrales de membrana con
un alto peso molecular (x200KDa), que contienen entre 15 y 16 hipotéticas hélices transmembranales,
agrupadas en dos regiones hidrofdbicas y separadas por una regién hidrofilica central. Esta region
hidrofilica central estd muy conservada en todos los hongos, presentando un alto grado de identidad
entre todas las hipotéticas subunidades cataliticas BGS ! (Fig. 9). Ninguna de las subunidades Bgs, Fks o
CalS (calosa sintasa de plantas) contienen la secuencia consenso D,D,D,QXXXRW tipica de las celulosas
sintasas de plantas y bacterias, e implicada en la unién a UDP-glucosa y en la transferencia de su resto
glucosilo. Tampoco contienen la secuencia consenso (R/K)XGG tipica de las glucégeno sintasas . Sin
embargo, todas tienen otra secuencia conservada, RXTG, que podria formar parte del dominio de unién
a la UDP-glucosa %17, A pesar de que la BGS nunca se ha purificado totalmente, se ha visto que el
dominio hidrofilico de una BGS de Neurospora crassa parcialmente purificado, se une al sustrato azida-
UDP-glucosa, sugiriendo que esta proteina es la subunidad catalitica de la enzima %, En el futuro, para
poder avanzar en el conocimiento de la funcidn de las subunidades cataliticas de la BGS, serd necesaria
su purificacién completa desde la membrana plasmatica en condiciones que mantengan su actividad

enzimatica intacta .
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Figura 9. Perfiles hidropaticos de las proteinas Bgs de S. pombe y topologia de BGS. (A) Perfiles hidropaticos de las proteinas Bgs de
S. pombe %4, indicando las hipotéticas regiones transmembranales (TM) y la regidn central hidrofilica (RC). (B) Hipotética topologia
transmembranal de la enzima B(1,3) glucan sintasa basandose en Fks1 de S.cerevisiae **3> mediante el analisis de sus perfil hidropatico.

5.1.1.1. Bgsl/Cpsl

El gen bgs1* se cloné por primera vez mediante complementacion del mutante termosensible
cps1-12 (de “Clorprofam sensitive”), descrito como hipersensible al compuesto inhibidor del huso
mitético CIPC (isopropil N-3-clorofenil carbamato o “clorprofam”). La cepa mutante cps1-12 también
presenta hipersensibilidad a papulacandina B, un inhibidor especifico de la BGS, y a ciclosporina A,
un inhibidor especifico de la Calcineurina °. Incubada a la temperatura restrictiva, esta cepa exhibe
un aumento de la actividad BGS y una subida del porcentaje de la pared celular, que es debida a un
exceso del a-glucano °. Posteriormente, el gen bgs1* fue clonado por complementacién de otras cepas
mutantes con defectos en la formacién del septo, sw/1-N12 (de “swollen”) y drc1-191 (de “defective in
ring constriction”). Estas cepas mas tarde se renombraron como cps1-N12 y cps1-191. Se caracterizan
porque no forman correctamente el septo de divisién y se paran en la fase G2 del ciclo celular lo que
sirvio para describir e implicar a Bgs1 en un “checkpoint” de septacidn 16>172173,

Bgs1 es una proteina integral de membrana de 1729 aminodacidos con un peso molecular de 200
kDa (Fig. 9), su vida media es superior a cuatro horas y su concentracion en la célula no experimenta
variaciones a lo largo del ciclo celular ¥4, siendo la proteina Bgs menos abundante 7>, A diferencia de

lo que ocurre en S. cerevisiae con las proteinas Fks, la funcion de Bgs1 es esencial para la célula 121158165,
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Bgs1 se localiza en el CAR y de forma menos intensa a lo largo de la membrana que flanquea al
septo durante la divisién celular (Fig. 10), en los polos durante la interfase y en todos los sitios donde
se produce sintesis o remodelacion de la pared celular durante la diferenciacién sexual y la germinacién
de las esporas %1%, La maquinaria de secrecion es esencial para la localizacion correcta de Bgsl en los
polos 4084174176 ‘mientras que el citoesqueleto de actina es necesario para la localizacion de la enzima en

el anillo de division aunque no para su mantenimiento en esta estructura 1°%174,

Figura 10. Localizacion de Bgs1 durante el crecimiento vegetativo. Bgsl se localiza en las zonas de crecimiento, es decir, en uno o
ambos polos y en el anillo y septo. Imagenes de fluorescencia de la progresion en el ciclo celular de una célula procedente de un
cultivo de células (GFP-bgs1* bgs1A), creciendo en fase logaritmica temprana en medio YES a 28°C, y a las que se les realizd una tincidn
con Calcofluor (CW). EI CW fue afiadido a una concentracién final de 50 mg/ml inmediatamente antes del analisis de la muestra.
Barra, 2,5 um. (Cortés et al., 2007)

Bgs1 es responsable de la sintesis del L-BG que a su vez es responsable de la formacién de la
estructura del septo primario. Asi, se ha observado que esporas carentes de Bgsl forman septos
aberrantes que no se tifien con CW al no poseer el L-BG del septo primario (Fig. 11). En células con una
represion fuerte de bgs1* (mds de mil veces) todavia existen septos que presentan un L-BG desorganizado
pero no la estructura del septo primario lo que sugiere que el B(1,3)glucano lineal es necesario, pero no
suficiente para la formacion del septo primario y apoya la importancia del 3(1,3)glucano ramificado y
el a(1,3)glucano en el mantenimiento de la estructura del septo primario 8124123158 Ppor otro lado, el
hecho de que los septos aberrantes que se forman en ausencia de Bgs1 no puedan ser degradados tras
la mitosis, sugiere que la organizacion correcta del L-BG es necesaria para su degradacion durante el

proceso de separacién celular 22,
5.1.1.2. Bgs2

El proyecto de secuenciacion del genoma de S. pombe permitioé la identificacién de bgs2* como
un gen que codifica una proteina con similitud a Bgs1 y a las proteinas homaélogas Fks de S. cerevisiae.
Bgs2 es una proteina integral de membrana de 1894 aminoacidos con un peso molecular de 219 kDa,
y cuya ausencia no produce ningln defecto en células vegetativas. Sin embargo, durante el proceso de

esporulacién Bgs2 es esencial para la actividad BGS y la sintesis del B-glucano de la pared de las esporas

164,167
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5.1.1.3. Bgs3

El gen bgs3* fue identificado como supresor en multicopia del mutante ehs2-1 hipersensible a
Equinocandina B y CW 77, y codifica una proteina integral de membrana de 1826 aminoacidos con un
peso molecular de 211 kDa. Bgs3, al igual que Bgsl, se localiza en los sitios de crecimiento activo durante
interfase, en las proyecciones de conjugacion o “shmoos” durante el proceso de conjugacion y en los
tubos germinativos de las esporas. Bgs3 también es esencial durante el crecimiento vegetativo y en
su ausencia las células son ovaladas e hinchadas, lo que sugiere que Bgs3 podria estar implicada en el
mantenimiento de la forma celular. La ausencia de Bgs3 no modifica la actividad BGS medida in vitro, ni
el B(1,3)glucano de la pared celular. Sin embargo, si produce un aumento del grosor de la pared celular
debido a un considerable aumento del a-glucano *. Aunque se desconoce la funcion especifica de Bgs3,
se ha descrito que su cantidad aumenta en ausencia de Bgsl y Bgs4, lo que sugiere que interviene en

mecanismos compensatorios en respuesta a alteraciones de la pared celular 21173,

>

- Sorbitol

Figura 11. Bgs1 no es necesario para la sintesis
del septo pero es responsable de la formacién
de un septo teiiible con Calcofluor. (A) Esporas
de bgslAson capaces de germinar originando
células multiseptadas incapaces de llevar a
cabo la separacion celular y que finalmente
mueren. Imdgenes de microscopio de células
bgs1A obtenidas tras la incubacién de esporas
bgs1A en placas de YES con o sin sorbitol (seguin
se indica) durante 2-3 dias a 28 °C. Las flechas
indican los multiples septos observables en las
células. (B) Los septos de bgs1A no se tifien con
Calcoftior (CW). Las células bgs1A se incubaron
como en (A) y se analizaron por tinciéon con CW
(12,5 mg/ml). CF, contraste de fases. Barras,
10mm. 2%,

+ Sorbitol

5.1.1.4. Bgs4

La busqueda de cepas mutantes afectadas en la sintesis del B(1,3)glucano de la pared celular,
denominadas cwg (de “cell wall glucan”), origind el aislamiento de cwgl-1, cwgl-2 y cwg2-1 que
presentaban defectos en la sintesis del B(1,3)glucano de la pared celular y en la actividad BGS 4%, El
defecto de cwg2-1 residia en la fraccidn soluble reguladora del complejo BGS mientras que el defecto de
cwgl-1y cwgl-2 estaba asociado a la fraccion insoluble catalitica, lo que sugirié que el gen cwg1* podria
codificar la subunidad catalitica del complejo BGS *'. Posteriormente, la secuenciacién del genoma de
S. pombe permitié la identificacion del gen cwgl1* como bgs4*, que codifica una proteina con una alta
identidad con las otras proteinas Bgs/Fks %3178, De forma similar, se ha demostrado que pbr1-6 y pbri-8
son alelos mutantes de bgs4*con mutaciones que confieren resistencia a antifungicos inhibidores de la
actividad BGS, lo que amplia y define dos nuevos “hot spot” de resistencia dentro de los mutantes de la

familia FKS 148172,
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Bgs4 es una proteina integral de membrana de 1955 aminoacidos con un peso molecular de 225
kDa que se localiza en los mismos sitios que Bgs1y Bgs3, aunque su localizacién en la zona media es mas
tardia que la de Bgs1 2175, Bgs4 es la subunidad Bgs mds abundante en la célula y es responsable de la

mayoria de la sintesis del B(1,3)glucano de la pared celular y de la actividad BGS valorada in vitro. 141163179,

El andlisis de los fenotipos producidos por la represion de bgs4* mostré que Bgs4 es esencial
para el mantenimiento de la integridad celular durante el crecimiento polarizado y sobre todo en la
zona del septo al comienzo de la separacidn celular durante la citocinesis. Su ausencia también produce
un descenso de la actividad BGS medida in vitro mientras que la pared celular muestra un contenido
normal de B-glucano y un aumento sustancial del a-glucano, ademas de un aumento en la cantidad de
proteina de las GS 1%*17, lo que sugiere la activaciéon de un mecanismo compensatorio de la pared celular
en ausencia de Bgs4 que no ocurre en cepas que tienen alelos mutantes de bgs4*. Recientemente se ha
demostrado que el B(1,3)glucano sintetizado por Bgs4 es necesario para el posicionamiento correcto y
la estabilizacion del CAR en el ecuador de la célula antes del inicio de la septacién. La ausencia de Bgs4
origina anillos y septos mal posicionados, que se sintetizan sin la formacion de un septo secundario, y
donde la sintesis del septo primario se encuentra desacoplada de la membranay el CAR, que es mas labil

y presenta inicialmente una contraccion mas rapida =,
5.1.2. Subunidad reguladora de la BGS

Ademas de la subunidad catalitica, la BGS tiene una subunidad reguladora, cuya actividad
depende de GTP. En S. cerevisiae y en S. pombe se identificé a la GTPasa Rhol (de “Ras homology”)
como la subunidad reguladora del complejo BGS 818, Tras su sintesis en el reticulo endopldsmico, Rhol
es prenilado mediante la adicion de un resto hidrofébico de geranilgeranilo en su extremo C-terminal
por parte del complejo Cwg2-Cwpl, geranilgeranil transferasa tipo | que permite el anclaje de Rhol a la
membrana plasmatica y la activacidn de la subunidad catalitica BGS #*% (Fig. 8). Aunque los miembros
de la familia de las Fks se han establecido como efectores de Rhol, los dominios de interaccion entre las
subunidades catalitica y reguladora de la BGS y las bases para la activacion de las subunidades cataliticas
por parte de Rhol siguen sin esclarecerse *.

5.2. Biosintesis del 3(1,6)glucano

Comparado con los conocimientos que se tiene de la sintesis del $(1,3)glucano, se sabe muy poco
acerca de la sintesis del B(1,6)glucano en S. pombe. Hasta la fecha, la mayoria de los genes implicados
en la sintesis de este polisacarido se han descrito en S. cerevisiae y la informacién proviene del uso de
dos estrategias. Por un lado la deteccidon de mutantes resistentes a la toxina Killer K1 *¥’, y por otro, la
blusqueda de mutantes sensibles al CW %, Gracias a estos y otros estudios, se han descrito un gran
numero de genes, como los denominados KRE (de “Killer resistant”) y los CWH (de “Calcofluor White
Hypersensitive”), implicados directa o indirectamente en la biosintesis del B(1,6)glucano. Las proteinas
codificadas por estos genes pertenecen a la ruta secretora »'7:18 sugiriendo que la sintesis de este
polimero podria iniciarse en el reticulo endopldsmico. En S. pombe se han podido detectar particulas de
B(1,6)glucano asociadas al aparato de Golgi 1*3, sugiriendo que la biosintesis de este polimero progresa
en el Golgi y se completa en la superficie celular. Sin embargo, mutaciones de la ruta de secrecion no

impiden la acumulacion del B(1,6)glucano en la superficie celular *°, lo que sugiere que el B(1,6)glucano,
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aligual que el B(1,3)glucano, puede ser sintetizado en la membrana plasmatica. Estudios in vitro utilizando
extractos de membrana de S. cerevisiae han permitido detectar y valorar una actividad B(1,6)glucén
sintasa que requiere UDP-glucosa como sustrato y es activada por GTP. Igualmente, la GTPasa Rhol
participa en la activacidn de esta actividad B(1,6)glucan sintasa 1. También se ha detectado actividad
B(1,6)glucan sintasa utilizando células de S. cerevisiae permeabilizadas y UDP-[14C]-glucosa 2. Segun
este estudio no existe una activacién por GTP, lo cual sugiere que no se activa por Rhol. Un descenso
de la actividad BGS o del contenido de B(1,3)glucano induce una disminucion del B(1,6)glucano de la
pared celular, lo que sugiere que la sintesis de ambos polimeros podria estar coordinada 2 o que la
incorporacién de B(1,6)glucano depende del (1,3)glucano.

5.3. Biosintesis del a-glucano

Muchos hongos contienen a(1,3)(1,4)glucano en su pared celular. Sin embargo, adn no se ha
descrito una actividad enzimatica aGS capaz de sintetizar in vitro cadenas de a(1,3)glucano. En el genoma
de S. pombe se han identificado varios genes que codifican posibles aGS. Agsl/Mok1 es una proteina
integral de membrana de 2410 aminodcidos y un peso molecular de 271 kDay, en base a estudios del perfil
hidropatico y de su secuencia, se ha propuesto que Agsl seria una proteina multifuncional, constituida
por tres dominios diferenciados (Fig. 12): un dominio central intracelular con actividad glucdgeno sintasa
encargado de sintetizar el a-glucano; un dominio transmembranal situado en la zona C-terminal que
formaria un poro para exportar la cadena recién sintetizada; y un dominio transglicosilasa o glucosil
hidrolasa, situado en la regién N-terminal, encargado de la extensién o remodelacion del polimero

sintetizado o de su unidn a otros carbohidratos 114126193195,

Agsl se localiza en los sitios de crecimiento activo tanto en fase vegetativa como durante
diferenciacidn sexual. Su localizacidn en los polos depende de las proteinas del establecimiento de la
polaridad, de los parches de actina y del exocisto, mientras que su localizacion en la zona de division
depende del ensamblaje y posicionamiento del CAR, pero no de la ruta del inicio de la septacién (SIN, de
“Septation Initiation Network”) #. La sobreexpresion de ags1* provoca un aumento del a-glucano de la
pared celular y por otro lado, el mutante termosensible mok1-664 muestra en condiciones restrictivas
una disminucion del a-glucano de la pared celular y una morfologia celular redondeada vy fragil **. La

represion de ags1* también induce una bajada de contenido de a-glucano y conduce a la lisis de la célula
85

a(1-3)-D-glucan sintasa (aGS)

Figura 12. Topologia transmembranal de
Agsl de S. pombe. Hipotética topologia
NUNWWWUW Hm W]]ﬂMWWUWWUMWHMWWWWUW transmembranal de la enzima a(1,3)-glucan
il DS C sintasa Agsl de S. pombe!*® basanda en su
perfil hidropatico.

Exterior

La regulacion de la actividad aGS depende de la GTPasa Rho2 y la quinasa Pck2 %1%, Rhol
también regula la biosintesis del a-glucano ya que la sobreexpresion de esta GTPasa causa un aumento

general de la pared pero se desconoce como se ejerce esta regulacién (Arellano et al., 1996).
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mok11*, mok12*, mok13*y mok14* codifican cuatro proteinas con elevada similitud a Ags1. Estas
proteinas no se detectan durante el ciclo vegetativo pero intervienen, y algunas son esenciales, en el
proceso de esporulacién *’. La funcion de Mok11 es desconocida. Mok12 y Mok13 son responsables de
la sintesis del a(1,3)glucano de la pared de las ascosporas *’. Mok14 es responsable de la sintesis de un

polimero amiloide compuesto mayoritariamente por enlaces de a(1,4) *¥’.
5.4. Biosintesis del galactomanano

Las proteinas de la pared celular sufren modificaciones mediante N- y O-glicosilaciones antes
de incorporarse a la misma. La O-glicosilacién consiste en la adicién de cadenas cortas de manosas con
enlaces a(1,2) y a(1,3) a los residuos de serina o treonina de la proteina, mientras que la N-glicosilacion
consiste en la unidn de largas cadenas de manosas con enlaces a(1,6) y ramificadas en enlaces a(1,2) y
a(1,3) sobre residuos de asparragina. Ambos procesos se inician en el RE y continian con la modificacién
y extensién de las cadenas de manosas en el aparato de Golgi, asi como con la adicidn de un residuo de

galactosa en los extremos no reductores de las cadenas de manosas en el caso de S. pombe %,

6. GTPasas DE LA FAMILIA Rho

Las GTPasas de la familia Rho forman parte de la superfamilia Ras de proteinas G pequefias y
son proteinas reguladoras de muchos de los procesos morfogenéticos en organismos eucariotas. Estas
proteinas tienen la capacidad de unir nucleétidos de guanina (GDP o GTP) y como casi todos los miembros
de la superfamilia de Ras, se comportan como interruptores moleculares, fluctuando entre los estados
activo e inactivo que dependen de la conformacion de la GTPasa al unir GTP o GDP, respectivamente 19922,
Ademads, poseen actividad GTP4sica intrinseca, lo que les permite hidrolizar el GTP al que se encuentran

unidas, dando lugar a GDP y fosfato inorganico.

Para que las GTPasas realicen sus funciones de manera adecuada es necesaria la existencia de un
gran numero de proteinas que regulen el ciclo GDP/GTP. Existen tres clases de proteinas reguladoras de

las proteinas Rho (Fig. 13):

- Las proteinas GEF (de “Guanine Nucleotide Exchange Factor”): Son proteinas que al interaccionar

con las GTPasas provocan un cambio conformacional que favorece la union del GTP 199202,

- Las proteinas GAP (de “GTPase Activating Protein”): Son proteinas que promueven la actividad

GTPasica intrinseca de la proteina G favoreciendo la hidrélisis del GTP a GDP provocando que la GTPasa

se encuentre en estado inactivo 2%,

- Las proteinas GDI (de “GDP Dissociation Inhibitor”): Son proteinas que inhiben la disociacion

del nucleétido GDP y tienden a mantener a la GTPasa en estado inactivo. .
6.1. Rho GTPasas de S. pombe

S. pombe contiene en su genoma seis genes que codifican seis GTPasas de la familia Rho con 59%

a 91% de similitud entre ellas. De todas ellas, como en S. cerevisiae, sdlo Rholy Cdc42 son esenciales 2.
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Membrana

Figura 13. Regulacion de las GTPasas
Rho. llustracién esquemadtica de la
regulacion de las GTPasas de la familia
Rho. Las proteinas con actividad
GEF favorecen el intercambio de
GDP por GTP y activan las GTPasas
permitiendo asi la unién de estas
a sus efectores. Las proteinas con
actividad GAP inactivan a las GTPasas
estimulando la actividad GTPasica
intrinseca de estas. Los factores GDI
se unen a la forma prenilada inactiva
(unida a GDP) de las GTPasas vy las
secuestran en el citosol.

Citoplasma

6.1.1. Rhol

En hongos Rhol activa directamente las subunidades cataliticas responsables de la sintesis del
B(1,3)glucano de la pared celular **2%, El gen rhol* de la levadura de fisidn fue aislado utilizando ADN
copia de RhoA como sonda frente a una genoteca de ADN de S. pombe 2%, Las células que sobreexpresan
rhol* poseen una pared celular mucho mads gruesa y aparecen células encadenadas, lo que sugiere un
papel de Rhol en la citocinesis. Cuando se reprime la expresion de rhol* se produce una disminucién de
la actividad (1,3)glucan sintasa que conduce a la lisis de las células durante la septacion 5.

rho1* codifica una proteina con un 67-73% de identidad frente a Rhol de S. cerevisiae y RhoA de
Homo sapiens respectivamente 2%, que se localiza en los sitios de crecimiento activo, polos y septo *,
donde juega un papel fundamental en la activacion de la sintesis de la pared celular y la regulacion del

citoesqueleto de actina (Fig. 14) '82%,

Ademas de las GS, Pckl y Pck2 se han descrito como proteinas diana de Rhol en S. pombe 196206207,
De esta forma Rhol activa la sintesis de B(1,3)glucano directamente a través de las GS e indirectamente
a través de Pckly Pck2 (Fig. 14).

La regulacién de Rhol se lleva a cabo a través de al menos tres activadores o proteinas GEFs
denominados Rgfl, Rgf2 y Rgf3. Rgfl regula a Rhol durante el crecimiento polarizado y participa en
el proceso de NETO %%, Rgf2 es esencial en esporulacion y coopera con Rgfl durante el crecimiento
vegetativo 2%. Rgf3 activa a Rhol especificamente durante la citocinesis 21?12, Se han descrito también
tres proteinas GAPs (Rgal, Rga5 y Rga8) que regulan negativamente a Rhol. Ademas, Rhol podria estar
regulado por Rdil, el Unico Rho-GDI de S. pombe, que también interacciona con Rho4 y Cdc42 23, Por
ultimo, la proteina ortéloga de la paxilina, Pxl1, también regula negativamente la actividad de Rhol y
tiene un papel en la formacidn y contraccién del CAR 24,
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6.1.2. Rho2

El gen rho2* fue identificado en un andlisis masivo de genes cuya sobreexpresion causaba una
morfologia aberrante. Rho2 regula la sintesis del a-glucano de la pared celular *¢2'> |gual que Rhol,
Rho2 se localiza en las zonas de crecimiento activo pero hasta la fecha no se ha descrito ningtn regulador
positivo de esta GTPasa. Sin embargo, se han descrito tres proteinas GAP reguladoras de Rho2: Rga2,
Rgad y Rga7 #1218 La ausencia de Rho2 no es letal pero las células son sensibles a aculeacina A, fenotipo
gue es parcialmente rescatado por la sobreexpresion de rhol* 2*. Por ello se propuso que aunque las
funciones de Rhol y Rho2 son diferentes, debia existir un solapamiento parcial entre ellas. Igual que
Rho1l, Rho2 interacciona en el ensayo de dos hibridos con Pckl y Pck2, sin embargo, sélo Pck2 forma
parte de la ruta de sefializacion de Rho2 que regula la activacion y localizacion de Mok1, 19419215 y |g
ruta de integridad celular 2*°. Esta ruta es una de las tres rutas de MAPK (de “Mitogen-Activated Protein
Kinase”) presentes en S. pombe (Fig. 14). Regula procesos muy diversos como la integridad celular, la
citocinesis, la homeostasis idnica y la fusion de vacuolas. Esta cascada de sefalizacion incluye el médulo
de MAPK quinasas compuesto por Mkh1(MAPKKK), Pek/Shkl (MAPKK), and Pmk1/Spm1 (MAPK) y

responde a diferentes estimulos de estrés 201220,

Ademas de Rho2 y Pck2, Rhol y Pckl pueden funcionar como reguladores positivos de esta ruta

MAPK en respuesta a dafios en la pared celular 20922,

Vel
sintasa

Otras dianas

Actina
Otras dianas

Figura 14. Representacion esquematica de
la ruta de integridad MAPK de S. pombe.
En S. pombe, Rhol y Rho2 activan a Pckly
Pck2. Pck2 regula a las enzimas biosintéticas
de la pared celular, a-y B-glucan sintasa y
activa la ruta MAPK de integridad, mientras
que Pckl la inhibe. Rhol y Pckl también
activan la sintesis de B-glucano de manera
directa.

Nucleo

Reparacion
dafio celular
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6.1.3. Cdc42

Cdc42 participa en el control del crecimiento polarizado y la morfogénesis y se localiza tanto
en las membranas internas como en la membrana plasmatica, estando mas concentrada en los polos
de crecimiento y en el septo. La pérdida de funcién de Cdc42 produce fuertes defectos en la polaridad

celular, lo que indica su papel central en el establecimiento del crecimiento polarizado 22%223,

En S. pombe Cdc42 esta regulada positivamente por dos GEFs, Ral1/Scd1 y Gefl, y negativamente
por, al menos una GAP, Rga4 y una GDI, Rdil 2°2?* (Fig. 15). La ausencia simultanea de las dos proteinas
GEF es letal, generando células redondeadas que mimetizan el fenotipo de la delecién de cdc42’,
sugiriendo que Scd1 y Gefl comparten la funcidn esencial de activacion de la GTPasa.

S. pombe

/

Ruta Ruta
MAPK MAPK
conjugacion Integridad =
Nucleacié
Citoesqueleto v v n cable Figura 15. Reguladores y dianas de Cdc42
actina Respuesta Integridad actina en S. pombe. Adaptado de **

Polaridad feromonas celular

Scd1 se localiza en el nucleo, el huso mitético, los polos de crecimiento y el septo, lo que sugiere
una gran variedad de funciones en diferentes procesos. Las células carentes de Scdl muestran un
fenotipo redondeado, lo que implica a esta proteina en la regulacion del crecimiento apical 2%°. Scd1 pone
en contacto a las GTPasas Ras1 y Cdc42 formando un complejo macromolecular que incluye, ademas, a
la proteina adaptadora Scd2 y a la quinasa de la familia PAK Shk1, para regular la morfologia celular y el

proceso de conjugaciéon mediante el control de la ruta MAPK de respuesta a feromonas 222%,

Gefl participa en el proceso de citocinesis y en la transicidon de crecimiento monopolar a bipolar.
Se localiza fundamentalmente en la region de division como un anillo que se contrae durante la citocinesis,
aunque también puede detectarse en los polos de crecimiento. Gefl y Cdc42 interaccionan con la
proteina Hob3 en la region del septo. La localizacién de Cdc42 en la zona media durante la citocinesis
depende de Hob3, lo que podria ser la causa de los defectos de septacion detectados en hob3D 2223,
Gefl también se localiza en los polos y esta localizacién estd regulada por la NDR quinasa Orb6 que

restringe su localizacién impidiendo que se extienda a otras partes de la membrana plasmatica 231

La activacién de Cdc42 en los polos de crecimiento se encuentra ademas regulada por el GAP
Rga4, que se localiza en los lados de la célula y evita la activacién de Cdc42 en las regiones no apicales. A

su vez Pom1 fosforila a Rga4 y asi la mantiene excluida de los polos de crecimiento 4232,
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La localizacion de Cdc42 activa en los polos de crecimiento orienta al citoesqueleto de actina y
al trafico de membranas lo que permite un crecimiento polarizado. Para ello, se necesita la interaccion
con multiple efectores (Fig. 15). Cdc42 interacciona en su forma activa con las quinasas de la familia PAK,
Shk1 y Shk2, que regulan procesos relacionados con el citoesqueleto de actina y la ruta de integridad
celular respectivamente 2°%224 Adicionalmente, Cdc42 contribuye al crecimiento polarizado a través
de dos mddulos paralelos: la regulacién del ensamblaje de cables de actina a través de la activacidon y
localizacién de la formina For3 38213233 vy |3 |ocalizacidn del complejo del exocisto 1%, En ambos procesos
Cdc42 funciona a través de la proteina Pob1 344619 Estudios recientes han revelado un papel esencial
de Cdc42 relacionado con el trafico de membranas y se ha descrito que una alteracién de la actividad de

Cdc42 induce un defecto en el transporte y la localizacidn de las BGS Bgs1 y Bgs4 *.
6.1.4. Otras proteinas Rho

Rho3 regulala funcién del exocistoy la secrecién polarizada de las enzimas hidroliticas encargadas
de digerir el septo primario durante la separacion celular'’. Durante la citocinesis Rho3 en suforma activa,
interacciona fisicamente con Gef3, un nuevo Rho GEF cuya localizacidn en la zona media depende de las
septinas y Mid2 2**, Rho3 se une también a la formina For3 ® aunque no se ha demostrado que participe
en su activacion. Estos datos sugieren que Rho3 en S. pombe funciona coordinando procesos necesarios
para la secrecién polarizada. Recientemente se ha descrito un nuevo papel de Rho3 en la regulacion del
trafico del Golgi a endosomas, donde Rho3 coordinaria el trafico de membranas interaccionando con la
clatrina del complejo adaptador AP-1 %5,

Rho4 se localiza exclusivamente en la zona media durante la citocinesis, ejerciendo una regulacion
positiva sobre la secrecidn y localizacién de las glucanasas Agnl y Engl necesarias para la degradacién
del septo 2%, Ademas, se ha sugerido que Rho4 actua sobre el citoesqueleto de actina y de MTs 213237,

rho5* se expresa durante la fase estacionaria, en condiciones de falta de nutrientes y en los
procesos de reproduccion sexual. Rho5 comparte una identidad del 86% con Rho1ly su sobreproduccion

mantiene viables a células carentes de Rho1l 238239,

7. LA CITOCINESIS EN S. pombe

La citocinesis es la etapa final del ciclo celular donde se construyen las barreras fisicas que dividen
el citoplasma para dar lugar a dos células hermanas independientes. Para asegurar la correcta segregacion
cromosémica y el reparto equitativo del citoplasma entre las dos células hermanas la citocinesis debe
producirse en la zona media de forma perpendicular al eje de segregacidon cromosdmica. La citocinesis
requiere, tanto en células animales como en hongos, la formacién de un CAR, cuya contraccién al final de
la anafase B se cree que genera la fuerza necesaria para la divisidn celular 2*%*!, En hongos, la citocinesis
requiere ademas la formacién de un septo de division, constituido por material de pared, cuya sintesis
debe estar coordinada con la contraccién del CAR y con el resto de eventos que tienen lugar durante el
proceso de divisidon %,
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En S. pombe el establecimiento del CAR tiene lugar durante las primeras etapas de la mitosis,
seguido de un proceso de contraccion desde la superficie celular hacia el centro de la célula 2. Se ha
descrito que la contraccién del CAR empieza al final de anafase B, después de la desintegracion del huso
mitético, y ocurre de manera coordinada con la deposicién del material de pared que dara lugar al septo.
Una vez que el septo es completado se produce el proceso de la separacidn celular 102244245,

7.1. Seleccion del sitio de division

La eleccién del sitio de divisidn viene determinada por dos procesos: la posicion del nicleo y la
presencia de la proteina Mid1 en la zona de la membrana plasmatica préxima al nucleo %*. La posicidn
del nucleo en la zona media de la célula depende de las fuerzas que ejercen los MTs interfasicos unidos a
la envuelta nuclear por un extremo, al contactar por el otro extremo con los polos de la célula 2#72%8 (ver

apartado 2.2, Citoesqueleto de MTs).

Mid1 es esencial para el posicionamiento correcto del CAR y el septo de divisidén 2*. Durante la
interfase se localiza tanto en el interior del nicleo como una banda difusa en la zona media del citoplasma
cercano al nucleo %252, En la transicidn de la fase G2 a mitosis, sale del nuicleo y se concentra en la region
cortical central cercana al nucleo uniéndose a otras proteinas para formar una banda ecuatorial que

posteriormente se concentra dando lugar al CAR 249251,253:255,
7.2. Ensamblaje del anillo contractil de actomiosina (CAR)

Las principales proteinas del CAR aparecen inicialmente como nodos durante G2 y mitosis
temprana. A medida que el huso mitdtico se alarga y separa a los dos SPBs, los nodos de estas proteinas
se fusionan de manera secuencial para dar lugar al CAR, que madura a lo largo de la anafase y, finalmente,
comienza a contraerse después de la rotura del huso mitético y la segregacién completa del material
genético 2* (Fig. 16A). Inicialmente, el ensamblaje del CAR requiere de la interaccién de Mid1 con Myo2,
lo que permite la acumulacion de esta miosina en la zona media. Analisis cuantitativos de este proceso
de ensamblaje, junto con estudios genéticos, han llevado a proponer dos modelos independientes, pero

complementarios, para la formacién del CAR (Fig. 16B y C) %2>,
Modelo de “nodos citocinéticos” o SCPR (de “Search, Capture, Pull and Release)

Este modelo se basa en que la polimerizacién del anillo de actina se produce por la formacién
inicial de una banda de multiples “nodos citocinéticos” de proteinas cuya localizacién vendria determinada
por Mid1. Estos nodos se ensamblan después para dar lugar al anillo que constituye el CAR (Fig. 16A y
B). La formina Cdc12 es esencial en el ensamblaje del CAR siendo responsable de la nucleacion de los
filamentos de actina entre los distintos nodos de la zona de divisién. En la compactaciéon de los nodos y

filamentos de actina intervienen proteinas como la profilina Cdc3, la tropomiosina Cdc8 y la cofilina Cof1.
Modelo de “cable guia” (“leading cable model”)

Este modelo propone la acumulacion de Cdcl2 en uno o varios puntos de la regién central de
la célula, lo que permitiria el ensamblaje de una estructura en forma de asterisco, del que partiria un

“cable guia” de filamentos de actina que rodearian gradualmente la regién central de la célula donde
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se encuentra Mid1, para dar lugar al anillo de actina, que permitiria la compactacidon de los nodos y
originara el CAR (Fig. 16C).

Tras la condensacidon de los nodos para dar lugar al anillo de actomiosina, este mantiene un
diametro constante hasta el final la anafase, donde sufre una etapa de maduracién, que consiste en
el aumento de la concentracion de algunas de sus proteinas (Cdc15), o la incorporacion de proteinas

adicionales al anillo o a la membrana adyacente (Myp2, las Rho GTPasas y sus proteinas reguladoras, el
complejo Arp2/3 y sus activadores, las septinas, etc.) 2*1. Durante esta maduracion, la integridad del CAR

estd mediada al menos en parte a través del dominio SH3 de Cdc15. Este interacciona con el dominio C2
de la proteina Ficly con la paxilina Pxl1, dos de las proteinas que aparecen en el sitio de divisiéon durante

la maduracién del CARy que estan implicadas en el mantenimiento de su integridad #4%°%2%_ |La proteina
F-BAR Imp2 y Cyk3 también cooperan con Cdc15 en este proceso 29269,

También se ha descrito Chs2, que presenta similitud con las quitin sintasas Chs de S. cerevisiae
y otros hongos ! pero su secuencia no contiene los residuos conservados QRRRW, los cuales se
consideran formar parte del centro catalitico de la actividad quitin sintasa 2. Chs2 se localiza en el
CAR y su presencia es necesaria para la correcta localizacion de la miosina de tipo Il Myp2/Myo3 263,
También se ha identificado Cfh3 que presenta una identidad significativa con la proteina reguladora
Chs4 de la actividad quitin sintasa Ill de S. cerevisiae que regula la localizacién de Bgs1 en la zona media

en condiciones de estrés 24, Tanto Cfh3, como un septo primario intacto, podrian ser necesarios para
asegurar la estabilidad del CAR en condiciones de estrés 2,
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Figura 16. Mecanismos de ensamblaje del CAR. (A) llustracién esquematica del ensamblaje, maduracién y contraccion del anillo
contractil (rojo) de una célula de S. pombe, en relacion a la elongacion del huso mitético (negro) y a la actividad SIN durante la mitosis.
(B) Adaptacién del mecanismo de “nodos citocinéticos” o SCPR en el ensamblaje del CAR. Mid1 sefializa el sitios de reclutamiento de
Rng2 y Myo2. Rng3 asegura la activacion motora de Myo2. Cdc15 y Cdc12 aparecen para estimular el ensamblaje de la actina. Cdc8 se
une a los filamentos de actina y promueve la elongacién de los mismos mediada por Cdc12, limita el desensamblaje de los filamentos
por parte de la cofilina Cofl, y especifica la actividad motora de Myo2 para la compactacion del CAR. (C) Resumen esquematico
del ensamblaje del anillo a partir de cables de actina (rojo) mediante el mecanismo de “cable guia” dependiente de la ruta SIN. La

activacion de la ruta SIN activa a su vez a la fosfatasa Clp1 en el citoplasma la cual (junto a otras fosfatasas) defosforila a Cdc15y esto a

su vez produce el ensamblaje, la deformacion de la membrana, el reclutamiento de la formina Cdc12, y las asociaciones con la paxilina
PxI1y con el dominio C2 de la proteina Ficl para estabilizar el anillo. Adaptado de .
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7.3. Contraccion del CAR: La ruta SIN.

Al final de anafase B, una vez que el CAR ha madurado, comienza la contraccion del mismo junto
con la deposicion simultanea de nuevo material de membrana y la sintesis del septo de divisién (Fig.
16A). El CAR es una estructura muy dinamica en la que se produce un continuo intercambio de sus
componentes %°, La actividad de Myo2 es necesaria tanto para el ensamblaje como para la contraccion
del CAR 2?7, Es posible que la fuerza ejercida por la actividad de Myo2 a través de su desplazamiento
sobre los cables de actina sea suficiente para deslizar los cables de actina a lo largo de la membrana
plasmatica durante el ensamblaje del anillo pero no para contrarrestar la presién de turgencia necesaria
parainiciar la contraccion del anilloy lamembrana plasmatica. Estudios recientes indican que en ausencia
del anillo de F-actina, la sintesis del septo es suficiente para empujar la membrana y finalizar el proceso

de septacion %68,

El inicio de la contraccién del CAR, y por tanto la incorporaciéon de nuevo material de membrana
y la sintesis del septo de divisién, debe estar regulada temporalmente para asegurar que la citocinesis
no tenga lugar antes de que haya finalizado la segregacion cromosdémica. En S. pombe esta regulacidn
la lleva a cabo una ruta de sefializacion denominada SIN (de “Septation Initiation Network”) (Fig. 16A
y 17), que es esencial para el mantenimiento del CAR. La mayoria de los componentes de la ruta SIN se
localizan en el SPB. Las proteinas adaptadoras Cdc11 y Sid4 permiten el anclaje del resto de proteinas de
la ruta al SPB. La sefializacidn de la ruta progresa a través de la activacién secuencial de la GTPasa Spgl
y sus efectores (Fig. 17). Spg1l se localiza en el SPB a lo largo de todo el ciclo celular. Durante la interfase
Spgl se mantiene inactiva por la presencia del complejo GAP Cdc16-Byr4, lo que impide que se active la
cascada de quinasas formada por Cdc7, Sid1-Cdc14 y Sid2-Mob1. A lo largo de anafase el complejo GAP
desaparece de uno de los dos SPBs, permitiendo la activacion de Spgl y el reclutamiento de la quinasa
Cdc7 en este SPB. En ese momento el complejo Sid1-Cdc14 se localiza en el SPB que contiene a Spgl
activo, lo que se cree que provoca el movimiento del complejo Sid2-Mob1 del SPB a la zona media al final

de anafase B 257259,

| Byra-Cdcte O cde? Alta actividad de las CDKs
mm Sid4-Cdc11 Q sid1-cdc14
@ spg1-GTP @ sid2-Mob1 o Baja actividad de las CDKs
{4 Etd1
® spgt-GoP ’ Clp1/Fip1
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Figura 17. Esquema de la localizacidn de las proteinas de la ruta SIN durante la citocinesis en S. pombe. (1) En interfase, Sid4p-
Cdcllp, Byrdp-Cdcl6p y Spglp-GDP se encuentran en el cuerpo polar del ntcleo y Etd1 en los polos. La fosfatasa Clplp se localiza en
el nucleolo y la actividad de las ciclinas mitdticas CDKs es baja. (2) El complejo formado por el cuerpo polar y las proteinas asociadas
se duplica. Antes de la entrada en la mitosis, Byrdp-Cdcl16p abandonan ambos cuerpos polares y Spglp pasa a una conformacion
activa unida a GTP, reclutando a Cdc7p en el cuerpo polar. La actividad de las CDKs aumenta y Clp1p abandona el nucleolo. (3) Antes
de entrar en la anafase, la actividad de las CDKs comienza a disminuir. (4) Byr4p-Cdc16p vuelven a uno de los cuerpos polares y e
inactiva a Spglp, lo que induce que Cdc7p abandone el cuerpo polar. Durante la anafase Sid1p-Cdc14p aparecen en el cuerpo polar
que mantiene a Cdc7p. (5) Justo antes de la activacion de la citocinesis Sid2p-Mob1p pasan a la zona media, probablemente para
activar la contraccion del anillo medio y la sintesis del septo. (6) Una vez finalizada la sintesis del septo, la célula vuelve al mismo
estado interfasico inicial. Adaptado de .

Ademds de ser esencial para el mantenimiento del CAR, la ruta SIN también es importante parala
formacion del anillo durante los estadios tempranos de la mitosis. Una reduccién de la actividad de la ruta
SIN produce una disminucion en el reclutamiento de Cdc15, lo que origina fallos en el mantenimiento
de la integridad del CAR. Ademads, se ha descrito que la fosforilacion de Cdc12 por Sid2 controla su

oligomerizacion y activa la formacién del CAR 27272,

La activacién de la ruta SIN requiere el descenso de actividad Cdk1 lo que permite la localizacion
de Sid1-Cdc14 en el SPB 22, Recientemente se ha descrito que la actividad Cdkl regula también la
localizacién de Byr4 en el SPB mediante fosforilacién 3. Ademads, se ha descrito que Etd1 regula la
actividad de la GTPasa Spgl. Etd1 se localiza en la corteza celular y en el medio de la célula durante la
citocinesis, y podria regular el inicio de la contraccién del CAR mediante su accién sobre Spgl. Asi, la
activacion maxima de Spg1 tiene lugar al final de anafase, coincidiendo con la extensién maxima del huso
mitético y la llegada del SPB a los polos de la célula, donde se encuentra Etd1, esto aseguraria que la ruta

SIN sélo se activase una vez que ha tenido lugar la segregacion cromosdmica 27427,

Ademads del mantenimiento del CAR, se ha propuesto que la ruta SIN podria controlar la
formacion del septo de division mediante la regulacién de la localizacion de Bgs1 en la zona media 8174,
En contraste, el desplazamiento de Ags1 desde los polos hacia la zona media de la célula no depende de
la actividad SIN &.

7.4. Formacion del septo de division

En hongos, una vez que se activa la contraccion del CAR al final de anafase B, para que el proceso
de citocinesis se complete correctamente es necesaria una coordinacién entre la contraccién del CAR
y la sintesis de membrana y del septo. El septo constituye la barrera fisica necesaria para la separacion
adecuada de las dos células hermanas durante la divisidn celular y su correcta formacién es critica parala
integridad y la supervivencia de la célula *?*. La formacidon del septo comienza con la aparicién en la zona
media de la célula de un material poco denso a los electrones denominado rudimento anular, que es el
inicio del septo primario, intimamente ligado a la superficie interna de la pared celular. Segun progresa
la sintesis centripeta del septo primario se va depositando a ambos lados del mismo el denominado
septo secundario. Al mismo tiempo, aparece un material mas denso a los electrones en la base del septo
secundario, dando lugar a una estructura denominada material denso triangular, que recorre la base del
septo secundario desde la membrana plasmatica hasta el extremo de anclaje del septo primario. Tanto
la funcién, como la composicion, del material triangular denso son aun desconocidas. Una vez que el
septo se cierra por completo, el septo secundario sufre un proceso de maduracion hasta que adquiriere
un grosor similar al de la pared celular *7* (Fig. 18A).
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7.5. Separacion celular

El estadio final de la citocinesis, una vez completado el septo de division, es la separacidon celular
gue conduce a la liberacién de las dos células hermanas. Este proceso es critico para la integridad y
viabilidad de la célula. Se inicia con la degradacion de la pared celular adyacente al septo de division,
lo que originard la cicatriz de fision en la célula nueva, seguido de la degradacion especifica del septo
primario. Al mismo tiempo, el material triangular denso da lugar a una estructura residual denominada
fuscanel, localizada junto a la cicatriz de fision 192275 (Fig. 18B).

Se han descrito una serie de enzimas hidroliticas implicadas en el proceso de separacion celular:
la a(1,3)endoglucanasa Agnlp 277?78, la B(1,3)endoglucanasa Engl #° y la B(1,6)endoglucanasa Exgl %°.
Agnl es necesaria para degradar el a(1,3)glucano de la pared adyacente al septo, lo que permite que Engl
degrade el LBG del septo primario. Tanto Agnl como Engl se localizan en la regién del septo de division,
y su ausencia produce un fenotipo de células encadenadas que con el tiempo consiguen separarse. Tanto
agnl*como engl* presentan una expresion ciclica regulada por el factor de transcripcion Ace2. Este factor
de transcripcion regula ademas la expresion de otros genes relacionados con la division celular 2, Las
septinas y Mid2 también desempefian una funcién importante durante la separacion celular, actuando
como una guia para el exocisto, el cual es necesario para que Engl y Agn1 se localicen correctamente en
la base del septo de division #4>281.282,
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Figura 18. Esquema de la sintesis y degradacion del septo de divisidn. (A) Ilustracién esquemadtica de la formacidn del septo
(izquierda). La sintesis coordinada y simultanea (flecha) del septo primario (perpendicular a la pared celular) y del septo secundario
(paralelo al septo primario) forman una estructura de septo trilaminar. La maduracion del septo tiene lugar mediante el anclaje del
septo primario a la pared celular (flecha amarilla) y por una segunda ronda de sintesis de septo secundario. Imagenes de microscopia
electrénica de transmisidon (MET) de la progresion de la sintesis un septo de una célula silvestre (derecha). (B) Degradacion del septoy
separacion celular (izquierda). Primero se produce la degradacion de la pared lateral adyacente al septo originando la cicatriz de fision,
seguido de la degradacion especifica del septo primario. Durante este proceso, el material triangular denso da lugar a una estructura
residual denominada fuscanel. Debido a la presidn interna de la célula, el septo secundario se curva hasta una conformacion estable
asegurando la integridad de la separacion celular. Imagenes de microscopia electrénica de transmision (MET) de la progresion de
degradacion de un septo (derecha). CF, cicatriz de fision; F, fuscanel; MTD, material triangular denso; NE, nuevo polo; Pr, presion
interna; Sp: septo primario; Ss: septo secundario; SD, surco de degradacién. Barra, 1 um. Adaptado de 2%,
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el estudio del papel de Bgsl en el control de la polaridad
celular y la citocinesis. Para llevar a cabo este objetivo nos planteamos:

1. Elestudio de la represion de bgs1* durante el crecimiento polarizado.

2. Elestudio de larelacién del citoesqueleto de actina y los “lipid rafts” en los procesos de transpor-

te exocitosis y endocitosis de las GS.

3. El estudio de la citocinesis y el papel de Bgsl en ausencia del anillo contractil de actomiosina
(CAR).

Ademas, nos propusimos realizar un analisis temporal de la aparicién de Bgs1 en la zona de divi-

sién respecto a las proteinas del CAR y al resto de GS durante la citocinesis.
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